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技术鉴定 HTF。HTF（77.1 kDa） 由单类型单亚基组成，但经天然和变性等电
聚焦分离后，却呈现出两条蛋白带，即 HTF-2Fe3+和 apoHTF，无其它异构体。
作者认为正常人血清中 HTF 中只存在 HTF-2Fe3+和 apoHTF 两种分子结构，可作
为生物标记物，用于快速筛查人群中与转铁蛋白结构异常有关的疾病，如缺糖转
铁蛋白（CDT）。 
选用 MALDI-TOF 质谱技术分析铁饱和 HTF、HTF-2Fe3+和 apoHTF 的稳定
性及裂解产物。以乙腈水溶液为洗脱相，HTF 经反相高效液相色谱（RP-HPLC，
C18 柱）分离过程中，产生了分子结构裂解现象，形成了不同分子量大小的肽段。
HTF 分子结构稳定性与它结合铁的数目有关。铁组分在提高 HTF 稳定性中扮演
着重要角色。选用 MALDI-TOF 质谱技术分析乙腈裂解 HTF 为肽段的规律，并
初步阐明其裂解机理。在乙腈作用下，HTF 可能通过蛋白质去折叠途径，形成
不同多聚态 HTF 或多肽裂解产物，它们分别是由 HTF 氨基酸序列中位于 Ile490~ 
Lys508 或 Leu619~ Lys676 的肽段及它们所连接的糖链组成。HTF 裂解产物或多聚
体的形成可能是目前在临床诊断先天性糖基化紊乱和慢性酒精滥用疾病准确率
低的主要干扰因素之一。 
在研究 HTF 作为抗肿瘤药物载体方面，作者发现 HTF 能有效络合抗肿瘤药
物氟尿嘧啶和顺铂，每分子的 HTF 可结合 10~13 个氟尿嘧啶分子或 4~9 个顺铂





















Transferrins are metal-binding glycoproteins (80 kDa) that transport iron from 
plasma to cells and act as bacteriostatic agents in a variety of biological fluids, 
containing two homologous lobes (N- and C-), with each lobe further divided into two 
domains, and there is a single, high-affinity iron-binding site located deeply in the 
interdomain cleft. In this article, human serotransferrin (HTF) was purified by native 
gradient polyacrylamide gel electrophoresis and native polyacrylamide gel 
electrophoresis, using electron-transfer approach and ultrafiltration to extract and 
concentrate protein. Several analytical techniques, such as SDS-PAGE, enzymolysis 
in-gel or out-gel, MALDI-TOF mass spectrometry, database search, and comparison 
approach were employed to identify HTF. HTF showed a singe subunit band with a 
molecular weight of 77.1 kDa in the SDS-PAGE gel, exhibited two bands in the native 
and denatured isoelectric focusing gels, namely HTF-2Fe3+ and apoHTF, without 
finding any other transferrin isoforms. The author indicated that both HTF-2Fe3+ and 
apoHTF were employed as biomarkers to diagnose the healthy population and 
distinguish from biological markers for chronic alcohol drinking such as 
carbohydrate-deficient transferrin (CDT). 
Further experiments were employed to identify the stability and splitting 
produces among iron-saturated HTF, HTF-2Fe3+, and apoHTF by MALDI-TOF-MS. 
Using acetonitrile as a component of eluant for reversed phase HPLC (RP-HPLC), 
equipped with a C18 column, it was found that the eluant enabled to decompose HTF 
into peptides, and the structural stability of HTF was tightly relative to the iron 
numbers binding to the protein, so the iron played an important role in improving the 
stability. The regulation and pathway of forming various peptides from the HTF 
treated with acetonitrile directly, were studied for revealing the splitting mechanism. 
The acetonitrile resulted in the unfolding of HTF for forming polymers or various 
different splitting products, which may be the oligosaccharides located between 
Ile490~ Lys508 and Leu619~ Lys676. It could be presumed that the reason for the low 
















abuse in clinic is the interferential factors of splitting products in HTF.  
The binding reaction between anticancer medicaments and HTF was investigated 
by MALDI-TOF analysis. The results showed that Fluorouracil and Cisplatin 
combined with HTF more efficient, and a molecular of HTF can bind 4~9 molecular 
of Cisplatin, or 10~13 molecular of Fluorouracil. Moreover, the interactions between 
them were sensitive to acid or organic solution, such as TFA and acetonitrile, which 
indicated that the binding was no-covalent interaction. With the changing of the 
environment factors, the anticancer medicaments can be release again without 
structure modification, so the transferrin as the protein ligand of the anticancer 
medicaments may play an important role in the pathway of drug delivery. 
 











































挥部分功能[4]，它的抗菌特性位于 N-端相应的 25 个氨基酸，称为乳铁传递部位
[5]。MTF 初是在人黑色素瘤中作为膜结合黑色素瘤抗原 p97 而被鉴定和报道
的，但是它同时也能存在于正常的组织中，包括脑和唾液腺，并在血清中以溶解
性物质存在[6]。不同于 STF 的是，溶解状态的 MTF 易从血-脑屏障中通过，而且
膜转运过程也与 STF 不同，包括涉及不同的膜受体[7]。MTF 结合铁的功能仅存
在于它的 N-端[7]，关于 MTF 的生理功能仍然不清楚，尽管有研究认为它可能在
细胞迁移中作为血纤维蛋白溶解酶原活化因子[8]。Baldwin 认为 MTF 序列是 早
期的脊椎动物转铁蛋白。 初研究表明，与其它的转铁蛋白两端相比，MTF N-
端和 C-端彼此间的同源性更高[9]。而且，MTF 的两端与 STF C-端的同源性高于

























胞内吞作用吸收铁离子。当小泡 pH 从 7.4 降到 5.5 后开始释放铁，但是血清转
铁蛋白仍与受体结合， 后，铁离子从小泡中转运出，并被铁蛋白储存。整个过
程中 TF 和 TFR 都是可循环利用的，每个血清转铁蛋白分子在降解前 多能够参







殖和免疫系统的调节，还能结合 Cu 、Mn、 Zn 及 Co 等在机体生长发育和代谢
中起重要作用的微量元素，因而被认为是细胞生长和分化所必需的因子，而且在






许多细菌和病毒生长的重要因子[15]，因此 TF 可抑制细菌的生长，从而使 TF 具
有较安全的蛋白质生理功能，是一类比较特殊的功能蛋白[16, 17]。 
TF 的特异吸收光谱是 TF 结合铁离子后的反映，大多数 TF 结合铁后的特异
吸收峰在 400nm~500nm 之间。apoTF 是无色的，含铁后转为桔红色。在 TF 中，
单铁 TF（TF-Fe3+）和双铁 TF 的供铁效率是不一样的，而且 C-端和 N-端的单铁
















和 Fe3+ 理化特性的差异，TF 只能结合 Fe3+，而且 Fe3+（高能态）和 Fe2+（低能
态）在相互转化过程中伴有能量的释放和吸收。等电点（pI）是蛋白质 典型的
物理特性，大多数 TF 的等电点偏酸性，其显酸性是由其蛋白质中氨基酸总的电
荷决定的，这与 TF 在结合铁的过程中形成 Fe3＋-TF-CO32- 红色三元复合物而传
递铁离子的生理功能是相吻合的。在正常生理状况下，TF 分子仅有约 30%被铁
饱和。TF 的两个铁离子结合位点的结合能力是不同的[13]。TF 在 60℃加热时几
乎无变性现象，STF 的热稳定性可能与其空间结构的稳定性有密切关系。 
TF 的分子量在 70 000~80 000Da 之间，由一个大小超过 10kb 的基因编码，
而且存在着大量重复结构，其功能蛋白基因编码区仅有大约 2.5~3.0kb，氨基酸
残基约有 630~680 个。TF 的氨基酸序列因此通常具有重复结构，而且还有保护
性阴离子链、铁链、半胱氨酸（Cys）残基和两个糖基位点。将已知 TF 的 cDNA
序列于NCBI的非冗余序列数据库中以BLAST程序进行核苷酸序列同源性查询，
可以找到大量的 TF 同源序列。不同种属及组织的 TF 差别较大，而且原始祖先
TF 以及脊椎动物与非脊椎动物之间的差异更大。但 TF 氨基酸序列也有很强的保
守性，人血清 TF 与鸡卵 TF 的氨基酸顺序有 40%的同源性[18, 19]，鱼类血清 TF
与人血清 TF 的氨基酸同源性在 45%以上，鱼类与脊椎动物 TF 有 23.8~69.9%的
同源性；而鱼类血清 TF 本身的同源性则在 60%以上，所不同的只是结构域的相
对位置和大小、糖基的相对位置和大小等，鸡与人 TF 的 C-端结构域和 N-端结
构域均有 50%的同源性[20]。在结构域的研究中，发现 C-端结构域与 N-端结构域
有 40%的同源性[21]。 
人血清转铁蛋白（human serotransferrin，HTF）含有 679 个氨基残基，其中
1-336 和 337-679 分别构成氨基酸序列相似的两个球形结构域，即 N-端和 C-端，
由一短链连接形成单一肽链，每个结构域可逆地结合一个三价铁离子[22]，其中
C-端对铁离子的结合较 N-端更紧密，释放铁速度更慢。N-端结构域在 pH5.5 时
释放 Fe3＋，C-端结构域在 pH5.0 时释放 Fe3＋[13] 。在 TF 结合铁的同时需结合 1
个 CO32-起到增效作用，以促进 TF 对铁离子的结合。TF 的第 431 位及 611 位的
天冬酰胺（Asn）残基上各连接一条复杂型糖链，两条糖链均分布在 C 端结构域，
两条糖链以完全相同几乎对称的分支异聚糖链通过 β-N-糖苷键连于肽链的 Asn

















的 TF 的糖链是含唾液酸末端的二天线的复杂型糖链。TF 有无 N-型糖链不会影
响其与细菌表面 TFR 的结合，但多天线糖链转铁蛋白对受体的亲和力比二天线
糖链转铁蛋白低 1 倍，虽然两种糖链与 TFR 的结合位点数相同。在转铁蛋白合
成初期在其 N-端连接有信号肽，在蛋白被分泌出细胞后即被切除。转铁蛋白共
有 38 个 Cys，形成 19 对二硫键，其中，N 结构域有 8 个，C 结构域有 11 个。
二硫键对于蛋白质维持其构象起很重要的作用，不仅可以稳定二、三级肽链内部
的结构，而且可以介导肽链间四级结构的形成。每个 TF 分子可逆结合两个 Fe3+，
二硫键对于 TF 结合金属及其受体中扮演着重要作用。 
 
Fig. 1 人转铁蛋白氨基酸序列 
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